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3．1％，P－0．O181）と、それぞれ出現頻度は有意に増
加した。
【考察】HD－MTX投与によるMTX排泄遅延群での
有害事象の発症について調査した。MTXの排泄遅
延群では有害事象が高率に出現する可能性があり、
迅速に判断し、適切なロイコボリンの救援療法を行
う必要がある。MTX血中濃度を自施設内で測定す
ることによって、迅速な対応が可能になり、副作用
の減少または軽減に有用であると思われる。
Pl－23．
含硫黄四員血糖を有するヌクレオシドの生理活
性
べられてはいない。今回、我々が既に確立したチエ
タン環ヌクレオシドの合成法の一部について収率向
上を目指して再検討し、またこれまでに合成してい
ない2一クロロアデニンを有するチエタンヌクレオ
シドを合成し、血管新生作用を調べることを目指し
た。その結果について報告する。
P2－24．
交感神経細胞シナプス小胞リサイクリングを担
うダイナミンアイソフォーム
（細胞生理学）
○谷藤　章太、小西　真人、持田　澄子
（工学院大学・工）
○安井　英子、南雲　紳史
　ヌクレオシドは種々の医薬品に見られる構造であ
り、現在でも医薬品開発のリード化合物とされるこ
とがある。Oxetanocin　Aは1986年にBacillus〃mega－
terium　NK　84－0218の培養液から得られたヌクレオ
シドであり、抗ウイルス活性を示す。本化合物は天
然から得られた初の四員環糖を有するヌクレオシド
であることから、大きな注目を集めてきた。これま
でに各種類縁体が合成されており、中でも炭素四員
環糖およびグアニンから成るCOTGは臨床試験ま
で行われた。その活性が常に期待される含四員環糖
ヌクレオシドであるが、炭素四員環糖および2一ク
ロロアデニンから成るヌクレオシド、2℃1－C．
OXT－Aに血管新生作用があることが近年報告され
た。
　我々はOxetanocin　Aの類縁体として、オキセタン
環の変わりに硫黄原子を含むチエタン環を有する
Thietanocin　Aを合成し、これまでにその抗HIV活
性を調べた。U937細胞を用いて細胞毒性および
HIV増殖抑制活性を調べた結果、合成した全てのチ
エタンヌクレオシドにおいて、CC50値は100（μ9／
ml）以上であり化合物の毒性は低いことが分かっ
た。また、IC50値は19－46（μg／ml）であり、Oxeta－
nocin　AのIC5。値52（pg／ml）よりも低い値であった。
すなわち、この評価系においてはOxetanocin　Aより
も低毒性で活性が高いといえる。しかし、チエタン
環を有するヌクレオシドは合成が難しくその報告例
は限られており、そのためその生理活性も十分に調
　活動電位の神経軸索伝播に応じてシナプス小胞開
口によりシナプス前終末から化学伝達物質が放出さ
れて、神経活動情報がシナプス後細胞に伝達される。
開口放出後に形質膜が小胞として取り込まれ、化学
伝達物質が充填されて再び開口放出する、という小
胞リサイクリングを繰り返すことによってシナプス
伝達が維持されていて、シナプス活動パターンに依
存した小胞の取り込み（エンドサイトーシス）経路
が示唆されている。ダイナミンはエンドサイトーシ
スにおいて細胞質に取り込まれる小胞の切断を担う
重要な蛋白質であり、小胞の動態を制御している鍵
蛋白質のひとつである。現在、ダイナミン1－3のア
イソフォームの存在が確認されており、中枢神経系
でダイナミン1の重要な機能が示唆されている。し
かし、末梢神経系でのエンドサイトーシスに、ダイ
ナミン1－3がどのような機能を果たしているかの解
析は未だなされていない。
　本研究では、培養交感神経間に形成されたコリン
作動性シナプスを末梢神経モデルとして、アイソ
フォームの特異的抗体とsiR：NAを用いてダイナミ
ン1－3の各機能を阻害し、神経活動に依存したダイ
ナミンアイソフォーム機能の違いを解析した。長期
培養したラット上頚交感神経節細胞のシナプス前細
胞に抗体を導入してダイナミン機能を阻害し、その
効果をシナプス後細胞で記録されるシナプス応答
（EPSP）変化として捉えて、シナプス伝達効率の変
化を電気生理学的手法により確認した。さらに、ダ
イナミンをノックダウンするためsiRNAを導入し
て、4日後にシナプス応答を同様の方法で記録した。
20－1，000ミリ秒と間隔を変えて活動電位を2発発火
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させたとき、ダイナミン2、3の機能阻害は2発目
のEPSPの振幅を減少させたが、ダイナミン1の機
能阻害は活動電位の間隔が100ミリ秒以上でEPSP
の振幅の減少が観察された。次に、0，05Hz，0．2　Hz
と間隔を変えて活動電位を連続して発生させたと
き、ダイナミン2、3の機能阻害はいずれもEPSP
の振幅を徐々に減少させた。ダイナミン1の機能阻
害は0．2HzでEPSPの振幅を徐々に減少させたが、
0．05HzではEPSPの振幅は減少しなかった。これ
らの結果は、末梢神経系においてはダイナミン1－3
が機能すること、さらに、シナプス活性が高まると
ダイナミン1が機能することを示唆している。
P2－25．
ミトコンドリア分裂因子Drp1はシナプス形成
に必須である
たところ、正常群では均一に分布していたのに対し、
KO群では分裂不全により、巨大ミトコンドリアが
形成され、細胞体の核周囲に集積していた。KO群
の神経突起内のミトコンドリア数は、正常群と比較
して30％減少していた。以上の結果から、ミトコ
ンドリア分裂による神経細胞内でのミトコンドリア
の分布はシナプス形成に必須であることが明らかに
なった。
P2－26．
ライブイメージ下に標的物を単離する新規レー
ザーマイクロダイセクション（LMD）システム
の開発
（神経生理学）
○西島　佳奈、八谷　溢美、金子　清俊
（神経生理学）
○加藤　大樹、八谷　如美、金子　清俊
　ミトコンドリアは分裂と融合を動的に繰り返すオ
ルガネラである。近年、融合因子であるMfh2は運
動性ニューロパチーであるCMT2Aの、また、　OpaI
が遺伝性視神経障害ADOAの、それぞれ原因遺伝
子であることが明らかになった。これらの報告は、
神経系においてミトコンドリア融合の重要性を示す
ものであるが、分裂との関係については未だ明らか
にされていない。そこで我々は、リング状多量体を
形成し、GTP依存的にミトコンドリアを分裂させ
る因子であるDrp　lに着目し、ミトコンドリア分裂
と神経障害との関連について検討を行った。まず、
Drp　1中枢神経系特異的ノックアウトマウス（KO）
を作成したところ、出生直後に致死となった。そこ
で、E18．5胎児脳切片の観察を行ったところ、皮質
の厚さは正常群と比べ差が見られなかったものの、
白質の低形成が認められ、それによる脳全体のサイ
ズの縮小および脳室拡大が認められた。さらに、終
身皮質第6層ではニューロンのアポトーシスが観察
された。次に、E17．5胎児脳よりニューロン前駆細
胞を調製しニューロンへと分化させ、シナプス形成、
および軸索伸長の観察を行ったところ、軸索伸長に
は異常は見られなかったが、シナプス形成が著しく
低下し、軸索終末での分岐が減少していた。また、
ニューロン内におけるミトコンドリア分布を観察し
　ピック病、プリオン病などの神経変性疾患は、病
因蛋白質が神経細胞内に蓄積・凝集する結果、様々
な神経・精神症状を引き起こす。しかしながら、生
化学的な従来の研究手法では、凝集体そのものを単
離できず、その構成成分を同定することが困難であ
り、病態解明にはほど遠いという現状がある。この
問題を解決するため、我々はこれまで、1ミクロン
以下の微小領域を切り出し可能な独自のLMDシス
テムを開発し、ピック病におけるピック小体を材料
に検討を行ってきた。これらの成果に加え、今回新
たに、疾患由来凝集体形成のメカニズムを分子レベ
ルで解析するため、ライブイメージ下においても微
小領域を単離・回収可能な新規LMDシステムの開
発を行った。
　この新規システムでは、先に作成した微小領域を
切り出し可能なLMDシステムをもとに、落射蛍光
装置および特殊なサンプル回収装置を新たに設計、
配置した。特筆すべきは回収装置であり、この装置
では120～135度に角度をつけたガラスキャピラ
リー管の先端に標的を補足・回収することで爽雑物
なく標的の回収を可能にした。
　この新規LMDシステムを用いて、ライブイメー
ジ下に標的物のみを単離できるか検討する為、マウ
ス神経芽細胞種由来Neuro2a（N2a）細胞から蛍光
染色した核の単離を試みた。その結果、目的通りに、
核だけをほぼ爽雑物なしに単離することに成功し
た。さらに、N2a細胞を用いて作成したプリオン蛋
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